脾边缘区淋巴瘤（splenic marginal zone lymphoma，SMZL）是一类惰性小B淋巴细胞增殖性疾病，在非霍奇金淋巴瘤（NHL）中的比例约为2%，多见于老年人。以脾脏增大、外周淋巴细胞增多为主要表现，常累及脾脏、骨髓和外周血。1992年Schmid等[@b1]最早提出SMZL这一分类。SMZL的确诊主要依赖于脾活检，对于无法进行脾活检的患者，如果有典型的血液、骨髓形态学及免疫表型且骨髓活检证实为此CD20^+^的细胞骨髓窦内侵犯，也可以诊断为SMZL。由于缺乏特异性生物学特征以及反映疾病本质特征的遗传学肿瘤标志物，目前临床上仍有一些病例难以与其他小B细胞淋巴肿瘤鉴别。近年来，随着二代测序技术，特别是全外显子组测序等高通量分析技术的广泛应用，SMZL相对特异的细胞遗传学、分子遗传学及表观遗传学改变得以被发现，从而揭开了SMZL分子生物学发病机制的神秘面纱，为SMZL的诊疗提供了新思路。

一、肝炎病毒感染

边缘区淋巴瘤（MZL）与慢性感染的关系密切。目前发现，丙型肝炎病毒（HCV）与NHL，特别是MZL和弥漫大B细胞淋巴瘤（DLBCL）相关，HCV慢性感染的人群中NHL的患病率是正常群体的35倍[@b2]。流行病学数据最先证明SMZL与HCV感染的关系，其作用机制目前主要有以下三种假说：①HCV病毒在细胞内复制的产物有致癌作用；②"hit and run"原理：HCV病毒进入细胞并插入序列，诱导细胞原癌基因或抑癌基因发生改变，如Bcl-6、p53、免疫球蛋白重链（IgH）和β连接蛋白基因等[@b3]；③慢性持续的抗原刺激使B细胞增生，HCV核心抗原或E2糖蛋白可激活B细胞表面受体，从而激活B细胞[@b4]。目前比较得到认可的是最后一个假说。证明HCV在SMZL的发生、发展机制中起重要作用的最有力证据是抗HCV治疗可以逆转肿瘤进程。Hermine等[@b5]对9例HCV阳性的SMZL患者进行α-IFN单纯抗病毒治疗后，患者外周血常规恢复正常，脾脏大小至少可缩小至原来的50%，长期随访发现，维持HCV RNA阴性的患者SMZL本病也处于长期缓解状态，而部分患者HCV复发的同时也伴随SMZL进展。结果显示抗病毒治疗过程中，SMZL疾病的反应率和缓解程度均与HCV的根除与否明显相关。由此可见HCV感染在SMZL的发生、发展中起重要作用，但具体作用机制有待于进一步研究证实。

我国是HBV感染的高流行地区，2006年统计学数据显示HBV表面抗原阳性率为7.18%，感染率高于HCV感染，HBV感染者比例占全球感染者的三分之一。国内有研究报道NHL患者HBV阳性率可达20%\~40%[@b6]--[@b7]，明显高于国外报道。目前流行病学资料显示SMZL与HBV存在一定的相关性，但HBV在SMZL发生中的作用机制仍未见确切报道，有必要进一步深入研究。

二、IgHV分子特征

（一）IgHV基因突变状态

IgH基因是正常成熟B细胞表达的基因，B淋巴细胞在生发中心发育过程中，互补决定区（CDR）遭遇抗原识别，发生IgH类别转化及体细胞高频突变（SHM），生成特异性抗体。SHM是细胞源自生发中心的标志，检测IgHV的突变状态是追踪肿瘤发展阶段的有效依据。早期研究认为，SMZL细胞均存在着IgHV基因的SHM，提示其可能起源于记忆B细胞[@b8]。然而实际上10%\~30%的SMZL患者有100%的胚系VH基因符合率，即存在IgVH的未突变型[@b9]。Salido等[@b10]对SMZL患者进行IgHV突变分析，发现14%的患者有100%的胚系IgHV基因符合率，若根据慢性淋巴细胞白血病（CLL）的划分标准，以与胚系基因98%的符合率为界分为"未突变组"与"突变组"，"未突变组"可占41%。由此说明SMZL中有近一半的患者IgHV处于未突变或低突变状态。后续研究发现，IgHV未突变组患者的细胞遗传学异常更为常见，尤其易出现7q缺失和TP53缺失[@b11]；IgHV未突变型与疾病进展和不良预后明显相关，是SMZL患者的独立不良预后因素[@b12]。

（二）IgHV家族的偏向性使用

不同的抗原刺激可以影响成熟B细胞的IgHV片段重排，进而影响细胞内VH基因家族的使用率。不同病理类型的淋巴瘤患者其VH家族的使用率也存在差异，VH家族的偏向性使用特征提示疾病发展过程中可能受到特定抗原的刺激，其在淋巴瘤发病中意义也值得深入研究。

对VH基因家族进行偏向性分析，发现SMZL对VH1-2家族有着特殊的嗜好，其中IgHV1-2\*04等位基因出现频率最高，这种IgHV1-2\*04基因片段的非随机使用可以在20%\~30%的SMZL患者中检出[@b9],[@b13]--[@b14]，这部分患者的Ig具有较特异的偏长CDR3片段，且该亚组的IgHV基因大多表现为低水平SHM（与胚系基因符合率超过97%）。这种IgHV克隆重排及分子特征的特异性与其他小B细胞淋巴增殖性疾病有明显区别，有可能成为鉴别诊断的分子标志物。同时，也表明SMZL可能源自一组高选择的B细胞群，SMZL的肿瘤细胞发生过程与特定的抗原刺激有关，而IgHV的偏向性使用在HCV阳性组和阴性组均可见[@b15]，这表明抗原刺激在SMZL发生、发展机制中的作用并不仅限于HCV抗原，还存在着其他抗原表位，然而其对应的特定抗原尚未明确[@b16]。3%\~20%的SMZL患者可出现自身免疫性疾病（autoimmune disease，AID）症状，如自身免疫性溶血性贫血（AIHA）、原发免疫性血小板减少症等。Brisou等[@b17]根据有无AID症状将SMZL患者进行分组，发现在无AID症状者中IgHV1-2\*04阳性率为23%，在有AID症状者中阳性率为55%，在有AIHA症状者中阳性率为77%。提示IGHV1-2基因的偏向性使用可能与自身免疫失调有关。同时IgHV1-2家族的偏向性使用也易与7q缺失、14q易位等染色体核型异常同时出现[@b10]。因此推测SMZL的发生可能是抗原刺激及遗传学改变共同作用的结果。

三、细胞遗传学改变

染色体易位可导致原癌基因的激活促进肿瘤发生，也可使相邻的基因融合并表达相关产物，影响细胞增殖与凋亡，在淋巴瘤的发生、发展机制中起重要作用，如套细胞淋巴瘤（MCL）中常见的t（11,14）/IGH-CCND1，滤泡性淋巴瘤（FL）中的t（14,18）/IGH-BCL2，黏膜相关淋巴组织淋巴瘤（MALT）淋巴瘤中的t（11,18）/BIRC3-MALT1及t（1,14）/LGH-BCL10。然而在SMZL中平衡性染色体异常并不多见，这进一步证明了SMZL是独立于其他B细胞淋巴瘤的一个特殊的分型。

复杂的细胞遗传学异常在SMZL中较为常见。Salido等[@b10]对330例SMZL患者进行核型分析，72%存在核型异常，其中53%为复杂核型异常。最常见的异常是7q21-36缺失（39%），其次是3q扩增（25%），另外还可见12q扩增、6q缺失、14q易位等，但重现性均不高。大量研究证实SMZL患者中重现性最高的细胞遗传学异常是3q扩增（20%\~30%）及7q缺失（30%\~50%），其中重现性最高的是7q32缺失[@b18]--[@b19]。然而这两种染色体异常并不具有特异性，如3q扩增还见于部分MCL和MALT，7q32缺失在部分急性髓系白血病、肝脾T细胞淋巴瘤、霍奇金淋巴瘤中也有报道，但3q扩增及7q32缺失在SMZL中重现性较高，一定程度上反应了SMZL的分子生物学特性，作为分子标志物在鉴别诊断中可起到一定的提示作用。为进一步探讨疾病的发生机制，有研究者试图通过基因测序及基因表达分析寻找与核型改变高度相关的基因异常，其中一个小样本的比较基因组通过研究发现，位于缺失部分7q36.2的SHH基因和位于7q32.32的POT1基因可能在SMZL的发生中起一定作用[@b20]，但这一分子机制并未得到进一步的认证。大部分研究者认为，7q染色体缺失部位并不存在有效的致病基因[@b19]，取而代之的是编码着大量miRNA[@b21]。一项大样本的预后分析研究结果显示，7q缺失、3q扩增对SMZL患者的预后无影响[@b10]。因此除了细胞遗传学异常，可能还存在着与核型改变无关的基因突变或表观遗传学改变，在SMZL的发生、发展中起重要作用。

四、分子遗传学改变

深度基因测序可以发现肿瘤特征性的基因突变或表达异常，并与参与细胞生长分化的重要信号通路相结合，可以进一步解释肿瘤的分子发病机制。过去的研究表明SMZL表现出一个多样的基因突变谱，但研究例数较少（6\~15例），大多数基因的突变率均小于10%，重现性较差，说明SMZL遗传学改变的异质性较高或因缺乏大规模研究以探讨其真正的遗传学变化。近年来随着基因测序技术的发展，几项大样本量的分子遗传学研究结果显示在SMZL患者中有意义的基因突变超过30个，其中NOTCH2和KLF2重现性最高，其他基因可重现性较差[@b9],[@b12],[@b13],[@b22]--[@b23]，但进一步研究发现这些突变基因涉及的通路异常有高度重现性，边缘区B细胞发育相关通路异常\[NOTCH通路异常，NF-κB通路激活，B细胞受体（BCR）及Toll样受体（TLR）信号增强等\]与60%的SMZL发生机制均有着重要关系，另外DNA修复及细胞周期调控异常也起重要作用[@b9],[@b24]（[表1](#t01){ref-type="table"}）。

###### 较大规模（例数\>90）脾边缘区淋巴瘤重现性较高基因的分析研究结果（%）

  研究者            例数   NOTCH2   KLF2   CARD11   MYD88   TNFIP3   IKBIKB   BIRC3   TRAF3   TP3   ARID1A   MIL2
  ----------------- ------ -------- ------ -------- ------- -------- -------- ------- ------- ----- -------- ------
  Parry等[@b12]     175    10       12     \-       7       7        \-       \-      \-      15    6        11
  Rossi等[@b9]      117    21       \-     7        5       7        7        5       \-      15    10       15
  Clipson等[@b22]   96     17       42     11       10      15                        11      13    \-       \-
  Piva等[@b13]      96     31       20     \-       \-      \-       \-       \-      \-      13    \-       \-
  Kiel等[@b23]      99     25       \-     \-       \-      \-       \-       \-      \-      \-    \-       \-
  Rossi等[@b25]     101    \-       \-     \-       \-      13       3        11      10      \-    \-       \-

注：-：未检测

（一）NOTCH2突变

NOTCH2突变见于10%\~31%的SMZL患者中，全外显子测序分析发现，NOTCH2的突变主要发生在C羧基端的PEST结构域，PEST结构域突变导致NOTCH受体胞内区泛素介导的蛋白酶解失调，从而导致NOTCH通路的持续激活[@b9]。NOTCH2在边缘区B细胞发育过程中起重要调节作用，脾脏的过渡期B细胞可以分化为滤泡型B细胞和边缘区B细胞，Delta样配体1（DL1）结合并激活NOTCH2受体，使B细胞向边缘区分化[@b26]。

进一步研究发现，NOTCH2信号主要通过调节下游靶基因的表达来影响边缘区的发育，Fos基因高表达于CD21阳性的边缘区B细胞，NOTCH2敲除会减少Fos的表达而抑制过渡期细胞向边缘区B细胞分化，由此推测NOTCH2通过上调Fos表达来促进边缘区细胞发育[@b27]。Hes-5和Deltex-1也是NOTCH2的靶基因，高表达于边缘区B细胞，同时也受NF-κB通路的调节，另外多项研究也表明NOTCH2是NF-κB通路的一个重要的上游调控因子，存在复杂的协同作用[@b28]。Thomas等[@b29]还发现NOTCH可协同BCR/CD40通路共同促进B细胞的激活，进而促进肿瘤发生。另外，NOTCH通路相关的其他基因，如NOTCH1、SPEN、DTX1突变在SMZL中也具有重现性。Hampel等[@b30]发现NOTCH2基因突变的小鼠仅出现边缘区细胞的增殖，并不会导致SMZL的发生，这表明SMZL是多种基因多种通路共同作用的结果。因此NOTCH通路在SMZL的发生、发展中起重要作用，还可与NF-κB通路、BCR通路起协同作用。

（二）KLF2突变

Clipson等[@b22]对96例SMZL进行全外显子组测序，发现Kruppel样转录因子2（KLF2）的突变率达42%，而在其他B细胞淋巴瘤中较罕见。KLF2突变在SMZL的高度重现性在随后的两个研究中被证实[@b12]--[@b13]，然而在2015年之前对SMZL的多项基因分析研究中均未检测出KLF2突变，可能是因为KLF2序列较长，GC含量高，检测较为困难[@b31]，因此KLF2在SMZL中的作用还需进一步证实。

目前认为KLF2是SMZL的早期的克隆性突变，与7q缺失、IgHV1-2重排、NOTCH2及NF-κB通路突变的出现均密切相关，证明KLF2突变可能参与其他遗传学异常的发生，与其他基因突变协同作用参与肿瘤发生。在正常的淋巴细胞中，KLF2通过与启动子结合等方式调节基因表达，参与调节细胞周期（靶基因p21）及参与细胞迁移过程（EZH2、CCR5）。KLF2在成熟B细胞的分化、活化和转运方面起关键作用。KLF2的缺陷会导致B-1细胞凋亡增加，而边缘区B细胞数目明显增加，同时，KLF2缺陷的滤泡B细胞还表现出正常的边缘区B细胞的表面分子特性[@b32]。KLF2还会通过TNFα、MYD88、CARD11、BAFF来抑制NK-κB的活性，因而KLF2突变还会激活NK-κB信号通路。然而，单纯KLF2失活仅导致边缘区的扩张，并不能直接导致肿瘤的发生，这表明SMZL的发生机制是复杂多元的，可能其遗传学变异和BCR构型改变的共同作用促使了肿瘤的发生[@b33]。

（三）NF-κB通路

NF-κB通路是淋巴瘤发生机制中的一个重要通路，在促进B淋巴细胞的增殖、分化中起重要作用。研究表明，有58%的SMZL患者发生NF-κB通路相关基因的突变[@b33]。NF-κB的经典途径（TNFAIP3、IKBKB）和非经典途径（BIRC3、TRAF3、MAP3K14）相关基因的突变在SMZL中都有重现性。另外MYD88的L265P错义突变见于7%\~15%的SMZL患者，CARD11突变率达7%\~11%[@b34]，MYD88及CARD11分别调节BCR和TLR信号通路，导致NF-κB信号通路的异常。而SMZL另外两个重现性较高的NOTCH2突变和KLF2突变也均与NF-κB起协同作用，NF-κB通路的异常在边缘区B细胞发育中有关键作用，可能在SMZL的发生、发展中发挥基础性作用。

（四）染色体重塑与细胞凋亡机制

SMZL涉及的突变基因还有部分与染色体重塑相关，主要有MLL2、ARID1A、CREBBP、EP300、TBL1XR1基因等[@b9]。MLL2是组蛋白甲基转移酶编码基因，通过影响染色质的结构而调控基因的转录表达，在SMZL患者中的突变率为11%\~15%，但在FL患者中可高达89%[@b35]。ARID1A是SWI/SNF染色体重构家族中的一员，它能通过能量动员核小体使染色质重构，从而调节细胞周期相关基因及干细胞自我更新等靶基因的转录，ARID1A在SMZL患者中的突变率仅为6%\~10%[@b9]。

TP53基因是重要的抑癌基因，其编码的p53蛋白能够保持细胞内基因的稳定性，并调节细胞的增殖、分化和凋亡。TP53缺失可见于13%\~15%的SMZL患者，目前主要认为TP53缺失是SMZL的继发突变，预示着患者预后较差[@b10]。

五、表观遗传学及MicroRNA（miRNA）

表观遗传学异常会使基因错误表达，引起代谢紊乱和肿瘤的发生。Arribas等[@b36]通过全基因组启动子甲基化水平分析，将98例SMZL分成高甲基化组（21%）和低甲基化组（79%），发现启动子的高甲基化状态多与IGHV1-2重排、NOTCH2突变、7q31-32缺失、向DLBCL转化等遗传生物学特性共同发生，可以定义为SMZL的一个特殊的表观遗传学亚组。体外实验发现用去甲基化药物可以使部分抑癌基因重新进入低甲基化状态并再次表达，高甲基化组尤其受益。进一步证明了甲基化水平在SMZL的发生中起一定作用。

miRNA可识别靶mRNA并调节其翻译表达，在调节细胞分化、增殖和凋亡中起关键作用。miRNA谱分析发现在SMZL中有51个miRNA表达失调，其中miRNA155、miRNA21、miRNA34a、miRNA193b明显高表达，miRNA27b、miRNA145等低表达。miRNA155、miRNA21靶基因分别是PLEKHG5、TSPYL5，这两种miRNA具有原癌基因的潜能，导致NF-κB通路的异常激活[@b37]，在其他B细胞淋巴瘤中也有发现。而miRNA34a、193b的靶基因是TNFAIP1，TNFAIP1可以通过抑制Bcl-1表达等机制来诱导细胞凋亡[@b38]。miRNA27b的低表达可以使RHOH和AIM2两个原癌基因表达活性增高，而miRNA145的低表达可以使淋巴瘤相关的整合素CD40表达上调。这些异常表达miRNA分布在不同的染色体区域，并不能用SMZL常见的细胞遗传学异常来解释。这种特征性miRNA表达谱异常在其他几项小样本分析中也被证实[@b39]--[@b40]，可能与SMZL发生有一定关系。

六、结语

综上，基于SMZL的可能发病机制。已有的研究结果显示，IgHV1-2\*04使用、7q32缺失、3q扩增、NOTCH2和KLF2基因突变在SMZL患者中的重现性较高，有希望成为提示疾病本质特征的分子标志物，然而其预后意义还有待于进一步研究。同时NOTCH2、NF-κB、BCR和TLR通路在SMZL发生、发展中起重要作用。对SMZL分子发病机制和遗传学背景的研究有助于更好地了解SMZL的生物学特性，为指导靶向治疗提供新的思路。
